線虫の生殖巣形態維持に機能するmig-36遺伝子の解析 by 横井 俊亮
線虫の生殖巣形態維持に機能するmig-36遺伝子の解
析
著者 横井 俊亮
発行年 2018
URL http://hdl.handle.net/10236/00028010
2018 年度修士論文要旨 
線虫の生殖巣形態維持に機能する mig-36 遺伝子の解析 
 
関西学院大学大学院理工学研究科 
生命科学専攻 西脇研究室 横井 俊亮 
 
【研究目的】生物の体では発生の過程で決まった形状の器官が形成されるが、一度形成された器官は、その
後の発生において細胞の移動や分裂があるにもかかわらずその形状は維持される。線虫 C.elegans の生殖巣は
先端が 2 度ターンすることで最初は J 字型の状態になり、その後先端が更に伸長することで U 字型になる。
この過程において、屈曲部の細胞は入れ替わるにも関わらず、その形態は維持されたままである。しかし mig-
36(k115)では正常に J 字型形態の形成が行われた後、屈曲部の形態が維持できずに V 字型の状態へと変化し
てしまう。この表現型から mig-36 遺伝子は器官の形態維持に必要な事がわかる。卒業研究において mig-36 の
原因遺伝子として denn-4 を候補と考えたが、そのコード領域及びプロモーター領域に変異は確認できなかっ
た。そこで本研究では染色体決定からやり直し、マッピングを行うことで mig-36(k115)原因遺伝子を同定し、
クローニングを行うこととした。また mig-36(k115)変異体での基底膜や接着分子の局在を観察することを目
的とする。 
【実験方法】(1) mig-36(k115)原因遺伝子が存在する染色体を決定するため、バランサー株との掛け合わせを
行い、F2 世代における遺伝子型を調べ、候補となった染色体について SNP を用いた染色体マッピングを行な
った。(2) IV 番染色体において SNP マッピングを行い、全ゲノムシーケンスの結果と照らし合わせることで
原因遺伝子の候補を選別した。(3) mig-36 と gon-1 の相補性を確認するため gon-1(e1254))/nT1 に mig-36(k115)
の雄を交配させ生まれた線虫株の生殖巣を観察し、相補しているかを調べた。また、gon-1(e1254)をレスキュ
ーできる染色体外アレイ Ex[gon-1 fosmid(5), punc-119(20), sur-5::GFP(70), pBSKIIS(-)(55)]を掛け合わせにより
mig-36(k115)に導入し、表現型がレスキューされるかを調べた。(4) denn-4 mini gene プラスミドを使用して mig-
36(k115)のレスキュー実験を行なった。denn-4 mini gene、sur-5::GFP、pBluescript SK(+)をそれぞれ 10 ng/µL、
30 ng/µL、110 ng/µL 使用し、インジェクション溶液とした。(5) インテグリン β サブユニットである pat-3 を
GFP で可視化した野生型及び mig-36(k115)の young adult 期の生殖巣を観察、異常があるか調べた。 
【実験結果と考察】(1) バランサー株との掛け合わせと SNP マッピングの結果、mig-36(k115)原因遺伝子は IV
番染色体に存在することがわかった。(2) SNP マッピングの結果、mig-36(k115)原因遺伝子は 番染色体上の
genetic position 1.74 から 5.30 map unit の間 6.3 Mb に存在することがわかった。また、全ゲノムシーケンスの
結果より、候補原因遺伝子が、H35B03.2、R13H7.2、T05A12.4、tag-77、ZK1251.3、tbc-3、gon-1、ocr-2 の 8 つ
に絞られた。(3) 相補性試験の結果、mig-36 と gon-1 は相補せず、さらに mig-36(k115)に染色体外アレイ Ex[gon-
1 fosmid(5), punc-119(20), sur-5::GFP(70), pBSKIIS(-)(55)]を導入すると、生殖巣形態異常はレスキューされた。
よって、mig-36(k115)原因遺伝子は gon-1 であることがわかった。gon-1 は ADAMTS プロテアーゼをコードし
ており、細胞外マトリックス分子 EMB-9 (collagen IV a1 鎖)の分解・再編成を行なっていると考えられている。
このことから生殖巣周辺の細胞外マトリックスの組成や形態が異常となることで mig-36(k115)の生殖巣形態
異常が生じる可能性が考えられる。(4) denn-4 mini gene プラスミドを発現している mig-36(k115)観察すると、
生殖巣異常が弱いながらもレスキューされていた。この結果から、mig-36 と denn-4 が機能的に関連している
可能性がある。(5) 野生型と mig-36(k115)における pat-3 の局在に差異は確認できなかった。このことから、
線虫の生殖巣形態維持にインテグリン自体は関与していない可能性が考えられる。 
